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APRESENTACAO

O e-book: “Quimica e tecnologia avancos que moldam o mundo
contemporaneo 4” é constituido por quatro capitulos de livros, a saber: i)
monitoramento da qualidade da agua por aplicativo de celular; ii) influéncia
do processo de filtragem na determinagéo de filtros UV em esgoto doméstico;
iii) desenvolvimento de biossorvente para a remog¢do do horménio estrona em
matrizes aquosas e; iv) desenvolvimento de cartdo Noviplex para a determinagéo
de merclrio em amostras contendo risco bioldgico.

O primeiro capitulo investigou a interacéo de estudantes do ensino médio
no monitoramento participativo em relacdo a questdes ambientais, em especial
voltadas para a poluicdo de rios. Os autores se utilizaram de um aplicativo
denominado AQUA que realiza georreferenciamento, deteccdo e identificacao
de inimeros parametros fisico-quimicos. Os resultados demonstram uma
participacdo ativa e colaborativa dos alunos no processo de monitoramento da
qualidade de corpos d’agua.

O capitulo 2 analisou a influéncia do processo de filtragdo de amostras
na quantificagdo de octocrileno e oxibenzona em amostras de esgoto. Os
pesquisadores verificaram que as etapas preliminares de preparo de amostra
para inje¢cdo no GC-MS influenciam diretamente na concentragdo dos analitos de
interesse ambiental, devendo se considerar etapas de dissolu¢do e de adsor¢ao
no material em suspenséo.

O terceiro capitulo avaliou a capacidade de adsor¢do do horménio
estrona a partir de um biochar obtido por meio da pirélise da casca de arroz. Os
resultados demonstraram que o biossorvente possui capacidade de ser utilizado
em larga escala em funcdo do seu baixo custo, abundancia e redugdo de um
passivo ambiental que prejudica o meio ambiente.

Por fim, o capitulo 4 investigou o desenvolvimento de um novo método
para amostragem de amostras (sangue/plasma humano e peixes) contaminados
com mercurio. Os resultados apontaram que os cartdes Noviplex podem ser
utilizados com eficiéncia e apresentam um limite de detecgcé@o e quantificacao,
respectivamente, de 12 a 43 pg/kg. Constituindo-se em um método robusto para
amostras com risco biologico de contaminagéo.

Nesta perspectiva, a Atena Editora vem trabalhando de forma a estimular
e incentivar cada vez mais pesquisadores do Brasil e de outros paises, a
publicarem seus trabalhos com garantia de qualidade e exceléncia em forma de
livros, capitulos de livros e artigos cientificos.

Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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PALAVRAS-CHAVE: Engajamento
Ambiental, Monitoramento Participativo,
Corpos Hidricos

Diversas abordagens tém sido

empregadas para  supervisionar a

Data de aceite: 01/07/2024

qualidade da agua em corpos d’agua. O
monitoramento participativo dessas areas
busca envolver a comunidade no processo
de coleta de dados, os quais podem ser
utilizados pelas autoridades competentes
para a implementagcéo de medidas visando
a recuperacao e manutencao da qualidade
da agua, assim como para estratégias
de educagdo ambiental. A promocgado de
acoOes direcionadas a conscientizagdo da
populagéo local e a vigilancia da qualidade
da agua dos rios representa uma das
formas fundamentais de preservagéao
desse recurso crucial. No ambito desse
envolvimento da comunidade, destaca-se
0 monitoramento participativo de rios.

O nosso projeto fundamenta-
se no principio “Jovem educa Jovem”,
buscando aproximar os jovens das

questdes ambientais relacionadas a
poluicdo dos rios. Por meio do aplicativo
para celular denominado “AQUA”, que
combina deteccao e georreferenciamento,
e de kits miniaturizados colorimétricos para
identificacdo de nitrito, matéria organica,

ortofosfato, amdnia e ferro, almejamos
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estabelecer uma rede de monitoramento participativo em rios e corpos d’agua proximos
a instituicdes de ensino. Isso sera alcancado através da utilizacdo do aplicativo e do
engajamento de estudantes e professores no processo.

Jé foi feita uma demonstracdo do projeto para os alunos do ensino médio em
21/11/2022 no Colégio Estadual Cataratas do Iguagu situado na cidade de Foz do Iguagu/
PR, e entre 17/05/2023 e 23/05/2023 foi feita uma Oficina: Uso de ferramentas de baixo
custo para monitoramento de rios, Rio Boicy também na cidade de Foz do Iguagu/PR.

O aplicativo armazena todos os dados ja georreferenciados na nuvem, em um
bando de dados publico, onde outros pesquisadores, ou entidades interessadas podem ter
acesso, ele pode ser baixado e instalado diretamente através da Google Play aumentando
0 engajamento dos jovens.

O projeto ja desenvolveu uma caixa de captura de imagens, que é um dispositivo de
baixo custo que proporciona a todos a oportunidade de realizar a andlise de determinadas
substancias em mananciais e rios. O seu manuseio € bastante simples, envolvendo apenas
a adicdo da substancia ou amostra no menisco aferido no tubo. Em seguida, basta ligar a
luz de LED na caixa e posicionar o tubo no suporte dentro dela. Apds esse procedimento, é
possivel acessar o aplicativo AQUA no proprio smartphone e realizar a captura das imagens.

Disponibilizamos uma pagina web com todos os procedimentos operacionais padrao
(POPs), videos demonstrativos, e farta documentagéo.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a Universidade Federal da Integracéo Latino-americana, ao
laboratério LEIMAA e seus integrantes por sua estrutura e apoio oferecidos.
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CAPITULO 2

EFEITO DA FILTRACAO NA DETERMINACAQ DE
FILTROS UV EM ESGOTO DOMESTICO POR LLE -
GC/MS
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Tecnologia Sul-rio-grandense
Pelotas/RS

Maria Alice Farias da Silva Amaral
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Tecnologia Sul-rio-grandense
Pelotas/RS

Mirian Dosolina Fusinatto

Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e
Tecnologia Sul-rio-grandense
Pelotas/RS

Pedro José Sanches Filho

Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e
Tecnologia Sul-rio-grandense
Pelotas/RS

PALAVRAS-CHAVE:
Emergentes; Filtracéo;
Oxibenzona

Contaminantes
Octocrileno;

INTRODUCAO

A falta de saneamento basico
€ um dos obstaculos mais complexos
que refletem na qualidade dos recursos
hidricos  naturais.

Compostos como

Data de aceite: 01/07/2024

octocrileno (OC) e oxibenzona (BP-3-
TMS) presentes em protetores solares,
considerados contaminantes emergentes,
possuem capacidade de passar pelos
métodos tradicionais de tratamento de
agua, resultando em seu despejo junto
do esgotamento sanitario em rios, lagos
e nascentes, repercutindo negativamente,
tanto na biodiversidade, quanto na salde
e bem-estar publicos (Gago-Ferreiro et al.,
2011). Sua presenga no meio hidrico pode
trazer diversos problemas como reducao
dos niveis na radiagdo solar, reducao
da atividade fotossintética, diminuicao
na transparéncia da agua, entre demais
fatores relacionados a salde humana
funcionando como disruptor endoécrino e
exercendo assim uma acao farmacologica
mesmo em baixas concentragoes além
da contaminacdo de aquiferos quando
lancado no solo direta ou indiretamente
(Ferreira & Sanches Filho, 2020; Santos,
2018). Na determinacéo destes compostos,
metodologias analiticas envolvem etapas
clean

de filtragdo, pré-concentragéo,

up, que podem influenciar diretamente
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no resultado final. Este estudo teve por objetivo avaliar influéncia da etapa previa de
filtracdo das amostras de esgoto na determinacao dos niveis de octocrileno e oxibenzona,
combinando LLE, derivatizacéo e determinacéao GC-MS.

METODOLOGIA

ity il

QnemetsiT b oBgered

olsgnod 082 lansd

2R- 2atoleq b snsdil) snoS

Figura 1: pontos amostrais: Estacdo para Tratamento de Esgoto — Fragata (ETE), entrada da estacéao;
Esgoto Bruto (EGB): 31°45’03,85”S / 52°21'43,40"0

Para determinagdo dos compostos foi utilizado um cromatdgrafo a gas acoplado
a um espectrémetro de massas MODELO QP2010 ULTRA, SHIMADZU, equipado com
uma coluna Rtx-5MS (30,0 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 um - Ohio Valley Specialty Company,
Marietta, Ohio, EUA). A injecdo (1uL) foi executada em modo splitless com purga de 2 mL
min-1 e fluxo do gas de arraste (Hélio ultrapuro) 1 mL min-'. A temperatura do injetor e
interface foi de 280 °C, com temperatura da fonte de ions de 200 °C. A temperatura do forno
foi programada na seguinte sequéncia: Temperatura inicial de 100 °C mantida durante 2
min, aumentando 8 °C min-1 até a temperatura final de 300 °C, permanecendo por 15 min.

Os espectros de massas foram obtidos em modo SCAN, através de eletro-ionizacao
a 70 eV. A programacéo do forno foi feita com base nos estudos de Ferreira & Sanches
Filho (2020). Os dados foram tratados pelo software GC/MS solution 2.6 (SHIMADZU,
JAPAO) e os compostos foram identificados usando-se a biblioteca NIST-05, considerando
similaridades superiores a 80%.

A coleta foi realizada inverno (junho) de 2023.

A posicao exata de cada ponto de amostragem (Figura 1) foi definida por medi¢cbes de
GPS (GPS, Global Positioning System, equipamento Garmin & ETrex®, preciséo de + 15 m.

A quantificacéo foi feita através por calibracao externa, considerando area referente
ao cromatograma dos ions de quantificacdo m/z 285 (BP-3TMS) e 249 (OC) com ions de
confirmacgéao 242;285 e 300 (BP-3TMS) e 361 (OC), para confirmacéo, definidos a partir da
avaliacé@o espectro de massas do octocrileno e oxibenzona.

Quimica e tecnologia: Avangos que moldam o mundo contemporéaneo 4 Capitulo 2



Extratos e padrdes, a serem derivatizados, foram transferido para frascos de
1,0 mL, onde foram adicionados 0,5 mL de diclorometano, e 60,0 yL de N-trimetilsilil-N-
metiltrifluoracetamida (MSTFA, Sigma — Aldrich)), 20,0 uL de piridina (grau de pureza =
99,50% - Merck®, Darmstadt, Germany ) mantidos a 80 °C, em banho de areia, por 30
minutos) (ORATA, 2012) O volume foi corrigido com diclorometano (DCM grau de pureza
>99,0%- Synth® Sao Paulo, Brasil) a 1,0 mL e analisados por GC/MS.

As amostras de Esgoto Doméstico Bruto (EGB) foram coletados na entrada e na
saida da estacdo de tratamento de esgoto ETE-Fragata-Pelotas-RS-BRAZIL apresentada
na Figura1l.

As amostras de esgoto foram obtidas, da estacdo de tratamento de esgoto ETE-
Fragata-Pelotas-RS-BR. Os efluentes de esgoto sdo tratados por meio da lagoa de
estabilizacdo, com zonas tipo “wetlands”, possui uma éarea de quatro hectares e sua
capacidade é de 7.500 m3 por dia. O esgoto considerado tratado é langado no canal Santa
Béarbara e apds para o Canal Sdo Gongalo (FERREIRA & SANHES FILHO, 2020).

As amostras de efluente coletadas (1000 mL) foram acondicionadas em frascos
de vidro previamente limpos, mantidas sob refrigeracdo a 4°C e transportados até o
laboratério de contaminantes ambientais (LACA-IFSUL). As amostras antes das analises
foram filtradas com papel filtro, para que se retirassem os residuos sélidos suspensos.

Preparo das amostras

As amostras foram separadas em dois grupos conforme a Figura 2, um com filtracéo
e outro sem esta etapa.

100,0 mL das amostras + 10% de NaCl

P=
{ I Secos em coluna
—_— : 15,0 mi de DCM i =) com sulfato de Sodio
EGBILLLE Filtrado (3 vezes) { )
' !
1!
1
C,) 0 o volume reduzido
2 ﬁ{;n/\[’\/\cm em Rotaevaporador
) }:(i N~ / @) Sy
A

o ()
\W . j—
s + J)Lr‘ls/\

Octocrileno

EGBILLLE Sem Filtrar [ "\I’ﬂ \ ) - \ l

ne M
4o o N N

1L

Oxibenzona k i
(PR ) +
= Avolumado Banho de areia
: qm| OTTN | = | arcaomng | = 50l de MSTFA

Figura 2 — Preparo das amostras por diferentes métodos
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100mL foram filtrados sob vacuo com papel filtro quantitativo azul (J. PROLAB®), em
vidraria kitassatu sob vacuo e 100mL da mesma da amostra foi adicionado diteramenteem
funil de separacgéo de 250mL em forma de pera com pistao de PTFE (politetrafluoretileno).
Posteriormente, as amostras foi adicionado 10% de NaCl e submetidos a extragéo liquido-
liguido com DCM com trés porgdes de 15,0 mL de DCM (EPA METHOD 1698). Os extratos
foram reunidos e a agua residual foi retida em colunas de sulfato de sédio anidro. Os
extratos de DCM foram concentrados a menos de 1,0 mL e derivatizados, seguindo para
analise por GC/MS.

Validacao do Método Cromatografico

A linearidade foi avaliada através da construcdo de curva de calibragdo numa faixa
de 0,2 a 20,0 mg L-1 obtidos por derivatizacéo e diluicdo da solu¢é@o estoque obtida a partir
da dissolugdo em DCM, do reagente Octacrileno (OC) = 98.00% GC e Oxibenzona (BP-3-
TMS) = 98.00% GC (Merck®, https://www.sigmaaldrich.com).

Os estudos de precisdo foram determinados através do calculo do desvio padrao
relativo das areas obtidas a partir da repeticdo de 5 vezes do padrédo de 1,0 mg L-1
(INMETRO, 2020). Os limites de deteccao (LD) e quantificagcdo (LQ) foram calculados com
base na analise do sinal de brancos considerando 3 vezes desvio padrdo para LD e 10
vezes o desvio padrdo para LQ e dividido pelo coeficiente angular das curvas analiticas
respectivamente (INMETRO, 2020). Os brancos foram obtidos a partir de 0,5 mL de DCM
derivatizados com MSTFA e piridina, conforme descrito no processo de derivatizagéo.

A exatidao foi avaliada por meio do erro relativo, sendo este a diferenca entre o valor
encontrado a partir da curva analitica e o valor considerado verdadeiro, para o padrao de
1,0 mg L-1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do exposto no Grafico 1 € possivel observar uma percentagem superior
do composto analisado quando se refere ao esgoto bruto nédo filtrado em comparagéo
ao esgoto bruto filtrado do octocrileno. Sugere-se que tal fato esteja intimamente ligado
ao decréscimo do material em suspensdo apés a filtracdo do mesmo considerando o
octocrileno (log Kow = 7,53) ser uma molécula mais apolar em comparacao a oxibenzona
(log Kow = 3,52), a qual ndo se observou diferenca percentual significativa dado desvio
padréo entre o esgoto bruto filtrado em comparacéo antes de sua filtragdo/extracéo LLE.
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Grafico 11 - Comparagéao entre amostras filtradas e sem previa filtragdo. pL-1 + % RSD.

LD* LQ*
Composto m/z a b r %RSD ER% ug L? ug L
BP3-TMS 242.00 15.1 289.1 0,999 3.2 8.6 1,3 4.4
oC 249.00 4.5 -110.7 0,998 4.2 5.0 2.9 2.9

a: coeficiente angular; b: coeficiente linear; RSD desvio padrao relativo expresso em porcentagem; ER:
erro relativo expresso em porcentagem; LD* limite de deteccdo do método cromatografico; LQ* limite
de quantificagdo do método cromatogréfico.. BP3-TSM: oxibenzona ; OC: (octacrileno).

Tabela 1 — Figuras de mérito do método cromatografico

Os resultados mostraram concordancia com aqueles parametros exigidos pela
agéncia de protegcdo ambiental dos estado unidos (USEPA, 1998). O equipamento
apresentou uma resposta linear das curva construida, com coeficientes de correlagdo com
resultados superiores a 0,9, o que também considera o método adequado, validando-o
(INMETRO, 2020). Analisando os resultados para o coeficiente angular (a), observou-se
uma maior sensibilidade do método analitico, em especial para a BP-TMS em comparacéo
ao OC.

Sendo que, os analitos foram avaliados na faixa de ygL" que admite RSD% até 20%
e ER% de até 15% (INMETRO,2020).
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Figura 3: Cromatograma do Extrato de EGB.

A Figura 3 nos mostra um comparativo entre os cromatogramas EGB comparadas
a padrao e 1000mg/L dos compostos fornecendo desta forma os tempos de saida e
intensidade picos dos mesmos.

Desta forma o método analitico otimizado, combinando, extragéo Liquido-Liquido,
sillagdo e analise por GC/MS, permitiu a determinagcdo de OC e BP-3-TMS e avaliar a
eficiéncia do sistema da ETE no periodo estudado. Bem como o efeito a filtracao sobre o
processo.

CONCLUSOES

Conclui-se que a filtracdo desempenha papel importante dentre as etapas
metodologicas a ser considerada durante a comparacdo de resultados por diferentes
metodologias. O que chama atencao que para uma avaliagdo mais precisa dos niveis de
determinados analitos como OC, devendo considerar estudos tanto da fase dissolvida na
junto a matriz aquosa quanto na adsorvida no material em suspencéo.
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INTRODUCAO

A educacdo ambiental constitui
valores para a conservacdo ambiental,
bem como da inadequada utilizagdo dos
recursos naturais e o envolvimento em
acoes, essenciais a qualidade de vida e
sustentabilidade (NARCHI, 2019).

A falta de saneamento basico
€ um dos obstaculos mais complexos
que refletem na falta de qualidade dos

recursos hidricos naturais, ja que a gestéo

Data de aceite: 01/07/2024

inadequada dos efluentes domésticos
resultano despejo de esgotamento sanitario
em rios, lagos e nascentes, sem 0 prévio
tratamento necessario como demostraram
(BASTOS, 2021; MEDRONHA et al., 2013;
PINTANEL et al., 2021; RODRIGUES et
al., 2020), repercutindo negativamente,
tanto na biodiversidade, quanto na saude
e bem-estar publicos.
Dentre estas substancias
B-estradiol e
estriol, horménios femininos presentes em

destacam-se a estrona,

esgotos domésticos e efluentes industriais
produtos farmacéuticos,
residuos industriais, esgotos domésticos,

a partir de

descarte indevido de embalagens,
volatilizagdo durante o uso, entre outros, o
que pode interferir no equilibrio hormonal
de organismos aquaticos, bem como na
saude humana uma vez que afetam o
sistema endécrino, o qual é responsavel
por controlar a produgcdo e liberacéo
de horménios junto ao corpo humano.
A exposicdo a horménios exbdgenos
por exemplo (produtos farmacéuticos,
pesticidas, etc.) afetam o equilibrio
hormonal do corpo humano (TEIXEIRA et

al., 2018)
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O estudo e a aplicacao de novos métodos de remocao de desreguladores endocrinos
em matrizes aquosas possui grande relevancia atualmente, principalmente devido ao
aumento na detecgdo de anomalias na saude humana e animal, gerando risco tanto para
0 ecossistema quanto para a satde humana uma vez que nao sao totalmente removidos
pelos sistemas tradicionais de tratamento de agua.

O beneficiamento do arroz € um processo fundamental na cadeia de produgéo, que
visa a limpeza, separacao, polimento e classificacdo, preparando o grdo para consumo
humano. Esse processo acontece ap6s a colheita e € essencial para garantir a qualidade
e valor comercial do arroz, sendo o Brasil um dos principais produtores agricolas de arroz
do mundo, com producdo girando em torno a 10.282.517 toneladas em 2023 (IBGE,
2024). A casca do arroz representa o maior volume entre os subprodutos obtidos durante
o beneficiamento. Ela € um residuo que surge como solug¢do para o aproveitamento de
subprodutos, baseando-se no fato de utilizar o residuo de uma atividade econémica.
Além disso, seu destino inadequado pode gerar grandes passivos ambientais para a
industria. Quanto menor a massa especifica da casca, mais oneroso sera o transporte e
armazenamento (Qui, et. al., 2022; ROSA et. al., 2022)

Neste cenario, o uso do biochar (BC) surge como uma possibilidade simples e de
baixo custo para solucionar esses problemas. Por tal o objetivo deste estudo foi avaliar a
capacidade de remocao de estrona de matrizes aquosas pelo BC.

METODOLOGIA

O BC foi obtido através de pir6lise lenta em reator de leito fixo, com 100g de casca
de arroz, sob vazdo de 60 ml min-1 de Nitrogénio, a temperatura de 600°C e tempo de
residéncia de 10 minutos. Para avaliacdo da capacidade de adsor¢do foram realizados
dois procedimentos: em batelada (1g de BC) e em leito fixo (1 e 3 g de BC). Conforme
apresentad na Figura, 1 ambos os estudos 100mL de solu¢des de agua destilada fortificadas
com 10 ugL-1 de estrona foram submetidos aos ensaios de adsorcéo. Para batelada:
avaliou-se através da agitacdo com 1,0 g de BC (granulometria em 0,125 e 0,063mm) a
25°C por 1 hora a 150 rpm. O BC foi separado por filtracdo e os analitos dessorvidos com
acetona e diclorometano (DCM) sob ultrassom por 30 min. O extrato foi percolado em
sulfato de sodio anidro, o volume reduzido em rota evaporador e a seguir derivatizado com
N-trimetilsilil-N-metiltrifluoroacetamida (MSTFA), avolumados a 1ml em DCM, el analisados
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS). A avaliagéo de
leito fixo: foram percolados em colunas contendo 1 e 3g do BC com granulometria entre
0,250 e 0,125mm . Os analitos foram eluidos com 10 mL de acetona e 10 mL de DCM.
Os eluatos reunidos, foram secos em sulfato de sédio anidro; o volume reduzido em um
rotaevaporador. Em seguida, derivatizados com MSTFA e analise por GC/MS.
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Processo de Adsor¢do Derivatizacdo

BATELADA 1g

40 pL de MSTFA
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BIOCHAR Ultrassom 30 min Banho Areia 30min 80°C
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— ' Na2504
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100mL de solugdes de Ly
agua destilada fortificadas
com 10 ugL-1 de estrona

Shimadzu, GCMS-QP2010 SE
Gas Chromatograph Mass Spectrometer

Figura 1 - procedimentos de avaliagdo da capacidade de adsorgdo: em batelada -1g de BC e em leito
fixo—1ge 3 gde BC

O estudo foi realizado em cromatografo gasoso acoplado a espectrébmetro de
massas (Modelo QP2010 ULTRA — SHIMADZU) com coluna Rtx-5MS (30,0 m x 0,25 mm
d.1. x 0,25 ym). Os espectros de massa foram obtidos no modo SCAN (varredura) onde foi
definido como ion de quantificacdo o 342 m/z e para confirmacédo 257 m/z .
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Figura 2 - Shimadzu, GCMS-QP2010 SE - Gas Chromatograph Mass Spectrometer - Comparacéo
especto SCAN e biblioteca NIST (a); busca similaridade biblioteca NIST (b); parametros
cromatograficos (c).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando comparamos o processo em batelada com o em leito fixo com 1 g de BC,
0 processo em batelada mostrou-se mais eficiente na remocao da estrona, com uma
recuperacdo de 32,2% em comparacao aos 21,5% do leito fixo, devido a maior &rea
superficial e tempo de contato. Quando em leito fixo aumentada a massa para 3g observa-
se um incremento na recuperacéo, 21,5% para 82,7%. Demonstrando o potencial do BC
na remocao deste tipo de analito e possivel desenvolvimento de sistema eficiente de filtros.
O desvio padrao relativo de 9,2 aponta para um processo reprodutivel (preciso). Observa-
se que a escolha do método a ser utilizado interfere diretamente na recuperagéo destes

contaminantes.

% RECUPERAGCAO DA ESTRONA

seeoce s[RI MEMMERNANEY ~--

R 0O

Metodo Avaliagio Adsorgio

ene o - [ HNRNTNATINI -+~

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Figura 3 - comparacéo entre diferentes métodos de adsorgéo de amostras fortificadas 10 yg L-1 +9,2
% RSD.

Os resultados mostraram concordancia com aqueles parémetros exigidos pela
agéncia de protegdo ambiental dos estado unidos (EPA, 2007). O equipamento apresentou
uma resposta linear das curva construida, com coeficientes de correlagao com resultados
superiores a 0,9, o que também considera o0 método adequado, validando-o (INMETRO,
2020. Sendo que, os analitos foram avaliados na faixa de pygL-1 que admite RSD% até 20%
(INMETRO,2020).

Analisando os resultados para o coeficiente angular (a), observou-se uma maior
sensibilidade do método analitico, em especial para a oxibenzona, B-estradiol e estriol. A
exatidao e precisdo apresentaram-se aceitaveis para todos os analitos, com ER% entre 4,5
e 10,0% e RSD% entre 3,2 e 10,8%. Sendo que, os analitos foram avaliados na faixa de
ugL-1 que admite RSD% até 20% e ER% de até 15% (INMETRO,2020).
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CONCLUSAO

Os resultados apresentados sdo o primeiro passo de uma pesquisa promissora.
Demonstrando uma importante aplicacdo para um material de baixo custo e alto valor
agregado como a casca de arroz proveniente do beneficamente, que gera residuos
agroindustriais de dificil degradacéo e prejudiciais ao meio ambiente.
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ABSTRACT: This paper presents a new
method for sampling biohazard samples
(mercury-contaminated human and
fish blood/plasma and muscle and liver
tissue homogenates) using percolation
on Noviplex cards for total mercury
determination by graphite furnace atomic
absorption spectrometry (GFAAS). For the
sampling process, 50 yL of the biological
samples was percolated onto the sampling
disk of the Noviplex card. Three minutes
after percolation of the sample aliquot, the
sample adsorbed on the card-sampling disk
was already dry and showed stability at
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room temperature for six months. After the sampling process, the card sampling discs with
the percolated samples were mineralized in an acidic medium containing 18 mol L' H,SO,
and 0.02 mol L' KMnO, in a 1.0:0.50 (v/v) ratio. Mercury determinations of the acid extracts
were performed via GFAAS by injecting 15 pL of sample + 5 pL of zirconium nitrate (chemical
modifier) into the graphite tube of the spectrometer, in which the inner wall was coated with
tungsten carbide (permanent chemical modifier). The reaction conditions provided thermal
stabilization of mercury at atomization temperatures up to 1700 °C. The method was validated
for total mercury determinations with extracts from DORM-4 and DOLT-4 reference materials.
The calculated LOD and LOQ ranged from 12 to 43 ug kg™, respectively. The sampling method
proved to be quite robust to mercury determinations in biohazard samples.

KEYWORDS: Noviplex cards, mercury in biological samples, electrothermal atomization,
chemical modifier.

INTRODUCTION

Mercury is a highly toxic element that is dangerous, responsible for environmental
contamination and human intoxication, and is considered a global pollutant [1]. It is known
that during the colonial period in Spanish America and later in North America, mercury
was widely used in amalgamation processes for gold and silver mining [2]. Intoxication
symptoms related to mercury exposure in humans vary depending on the mercury chemical
form to which they are exposed, which can cause serious to irreversible damage to the
urinary, respiratory, immune, reproductive and central nervous systems [3-8].

Sample collection and preparation is one of the most important steps in the process
for monitoring mercury toxicity in biological samples. In recent decades, several strategies
for sample preparation and subsequent mercury determinations have been published [9-16].
However, the difficulties related to sampling of biological materials in situ and subsequent
determination by manipulating the sample as little as possible have not yet been overcome.

In this context, the Noviplex™ card system developed by Kim and collaborators [17]
is an innovative biological fluid collection device that can be used to collect blood aliquots
and/or biological extracts. Its viability lies in the sophisticated collection method, which does
not require special bottles, equipment, or refrigeration, and in the ability to transport samples
without losing the physical and chemical properties of the material. An absorbent disc is
saturated with the sampled biological fluid and percolation occurs within three minutes
through capillary action, making it possible to transport the cards economically and with
minimal biohazard risk to a central laboratory for further analysis, e.g., for mercury.

To overcome the difficulties of mercury sampling, the present study is designed to
optimize and validate sampling processes for blood/plasma and homogenates of muscle
and liver tissue from mercury-contaminated fish by using the Noviplex™ card system. The
card sampling disks are subjected to mineralization by using an acid mixture with chemical
modifiers and then used for mercury quantification by GFAAS.
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MATERIAL AND METHODS

Sampling procedures with Noviplex cards

The Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation and Authorization and
Information System on Biodiversity (ICMBio; Ref. SISBIO 43890-1), Committee on Ethics
in the Use of Animals (CEUA), protocol number 0186/2017 and National Research Ethics
Commission - NREC, under CAAE No. 43167420.7.0000.5411, authorized this research.

Blood

The sampling procedure was utilized with fish species from the Madeira River,
Rondb6nia/Brazil, which is contaminated by mercury, and with volunteers from the riverside
population of the Jirau region - Madeira River, Ronddnia/Brazil. After collecting the fish,
aliquots of blood were collected from the tails of the animals at the collection site (still on the
boat) and percolated onto the sampling disks of the Noviplex cards. The collected aliquots
of blood (50 pL) were applied directly to the “test area” on the top layer of the Noviplex
card extraction plate. After approximately one minute, a “checkpoint” on the side of the
application site changed from white to red, indicating that lateral spreading had occurred
and that there was a sufficient volume for the application. After three minutes, the top layer
of the extraction plate was peeled off to expose the collection disk, which was adhered to a
base plate and contained the stored sample. The sample on the collection disk was dried for
approximately 15 minutes and stored at room temperature for further analysis [17]. In total,
24 blood samples were collected from each fish species and humans (volunteers from the
riverside population Madeira River).

Plasma eluates and muscle and liver tissue homogenates

Samplings of muscle and liver tissue homogenates were performed by using the
following procedure: Approximately 40 mg samples were collected from muscle and/or liver
tissue pools of each fish species and homogenized in 500 pL of buffer NP-40 (50 mmol L
NaCl — Merck, 50 mmol L' Tris-HCI - GE Healthcare, pH 8) and centrifuged for 10 minutes
at 10,000 rpm and 4 °C, from which the protein extracts were obtained. Subsequently, 50 pL
aliquots of protein extract were transferred to the Noviplex card collection disk and allowed
to dry for 15 minutes. This procedure was also adopted for plasma elution from the disks of
the Noviplex cards used in the collection of blood samples. In total, 12 cards were prepared
per pool of protein extracts (muscle and liver) from each fish species. The cards were stored
at room temperature until further analysis. For the plasma samples, of the 24 Noviplex cards
used in sampling the blood of fish and humans, 12 were used for plasma elution from the
Noviplex card sampling discs. Validation of the sampling methodology using Noviplex cards
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for determination of total mercury in biological fluid was carried out with extracts from trace
metal reference materials DORM 4 - fish protein and DOLT 4 - fish liver, which were certified
by the National Research Council Measurement Science and Standards, Ottawa/Canada to
contain 0.410+0.055 mg kg~' and 2.58+0.22 mg kg~' of total mercury, respectively.

Mineralization process with Noviplex card sampling discs and plasma eluates

For determinations of total mercury in the blood samples, plasma eluates and muscle
and liver tissue homogenates of the fish were collected on Noviplex cards, acid mineralization
of the sampling discs and plasma eluates was carried out with an oxidizing mixture containing
18 mol L H,SO, (Merck) + 0.02 mol L KMnO, (Merck) in a 1.0:0.5 (v/v) ratio while heating in
the range 60 °C to 120 °C in a digester block until the extracts were transparent and showed a
light purple color. The acid extracts obtained were transferred to 5 mL volumetric flasks, diluted
with ultrapure water (18.2 MW cm') obtained from a PURELAB Ultra ELGA purification system.
Subsequently, the total mercury concentrations in the extracts were determined by GFAAS
according to the procedure described in Section 2.3.

Total mercury determination

Total mercury determinations for acid extracts obtained via mineralization of the
sampling disks from the Noviplex cards were carried out by GFAAS using a SHIMADZU
model AA-6800 atomic absorption spectrometer equipped with a background absorption
corrector with a deuterium lamp, a pyrolytic graphite integrated platform and an ASC-6100
autosampler. A SHIMADZU mercury hollow cathode lamp was used with a current of 12 mA.
The wavelength was 253.7 nm, and the spectral resolution was 0.5 nm. Argon was used
as the inert gas, and a constant flow of 1 L min"' was maintained throughout the heating
program, except during the atomization step, when the gas flow was interrupted. Absorbance
signal peak areas were measured. The pyrolytic graphite tubes with the integrated platforms
used for mercury determinations had their internal walls coated with tungsten to increase
their useful life according to the procedure described by Silva et al. [18].

Analytical curve preparation

An analytical curve was prepared by using a Merck standard mercury stock solution
and subsequent dilutions to obtain total mercury concentrations ranging from 0.25 to 2.00
ug L. Zirconium nitrate was added to the standard solutions to give final concentrations of
20 mg L' zirconium, which acted as a chemical modifier [19]. Then, 20 pL of the standard
solution was injected into the graphite tube of the spectrometer coated with tungsten carbide
[18] by using a micropipette of the autosampler. Absorbance measurements were performed
in triplicate. The graphite tube heating program optimized for mercury determination is
described in Table 1.
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Steps Temperature Stages Argon Flow

(°C) Ramp (s) Heating (s) (L min™)
Drying 90 55 1
Drying 120 55 1
Pyrolysis 400 66 1
Pyrolysis 800 610 1
Atomization 1700 30 0
Cleaning 1900 55 1

Table 1. Graphite tube heating program optimized for determination of mercury in acid extracts obtained
from mineralization of sampling disks from Noviplex cards.

Analytical procedures for sample analyses

The total mercury determinations used 20 pL aliquots obtained by mixing 10 pL of the
acid extract from the Noviplex card-sampling disc with 4 yL of 100 mg L' zirconium nitrate
and 6 pL of ultrapure water. The 20 pL aliquots were injected into the graphite tube coated
with tungsten carbide using the spectrometer [15, 16]. Measurements were made with three
repetitions and used the graphite tube heating program shown in Table 1.

Statistical analyses

The results of the mercury determinations were expressed as the mean + standard
deviation and analyzed with Student’s t test and the F test in SAS statistical software version
8 to verify significant differences. The level of significance used was 5% (P <0.05) [15, 16,
20].

RESULTS AND DISCUSSION

Optimization of instrumental parameters

The mercury thermal stabilization temperatures used for pyrolysis of acid extracts
obtained from mineralization of the Noviplex card sampling disks and in the mercury
atomization process were investigated. For this, the absorbance signals obtained for
mercury in a standard solution containing 1.10 pyg L™ and in the acid extracts of the samples
were compared. The results are shown in Figure 1.
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Figure 1. Pyrolysis and atomization curves obtained for acid samples extracted from Noviplex card
sampling discs and from a standard solution containing 1.10 pg L-1 mercury.

Quimica e tecnologia: Avangos que moldam o mundo contemporéaneo 4 Capitulo 4 20



A pyrolysis temperature of 700 °C was chosen because, as shown in Figure 1a, the
absorbance signals obtained for mercury remained constant above 400 °C and exhibited
rapid decreases after treatment above 800 °C, which indicated that other components
of the sample solution and/or standard solution were pyrolyzed (Moraes et al. 2013).
Regarding the atomization temperature (Figure 2.b), it was observed that the absorbance
peaks obtained for mercury were constant after heating within the range 1300 °C to 1800
°C. Considering this, the atomization temperature chosen was 1700 °C. The good thermal
stability of mercury obtained in these experiments demonstrated the efficiency of zirconium
nitrate, which acted as a chemical modifier.

It is possible that the gradual increase in temperature (1000-1800 °C) caused
formation of intermetallic bonds between mercury and zirconium during reduction of Hg
to the elemental state, which would require a significant increase in the temperature of
mercury volatilization and, consequently, of the atomization temperature [18, 19, 20]. In
addition, it should be noted that in mineralization of the Noviplex card sampling disks, the
extracts showed a slightly purple color, indicating the presence of permanganate ions in the
solution. Thus, in the graphite tube heating process, the permanganate ions were reduced
to MnO,, which, together with the tungsten carbide film deposited on the graphite tube wall
(permanent chemical modifier), may have contributed to the thermal stabilization of mercury.

Optimization of the analytical curve

After optimizing the pyrolysis and atomization temperatures, an analytical curve was
obtained for concentrations ranging between 0.25 and 2.00 pg L. The analytical curve for
mercury is shown as Equation 1 (with a linear correlation coefficient of 0.9990):

Conc. (Hg - pg L") = Abs. — 0.00086 (1)
0.05106

The absorbance values obtained for the mercury standards (n=3) showed good
repeatability and reproducibility (relative standard deviations less than 2%), which
reinforced the efficiency of adding zirconium nitrate/manganese dioxide/tungsten carbide
as chemical modifiers for thermal stabilization of mercury during pyrolysis and atomization
with the heating program used. The characteristic mass calculated for the 1.50 ug L of
mercury standard was 1.93 pg, and the limits of detection (LOD) and quantification (LOQ)
for mercury were 0.016 and 0.052 mg L™, respectively; these were calculated by considering
the standard deviation from 10 measurements of the blank and standard solutions and the
slope of the analytical curve (LOD = 3s/slope and LOQ = 10s/slope) [21]. The lifetime of
the graphite tube was equivalent to 467 burns, which confirmed that the mineralization
method used with the disks of the Noviplex cards and the eluates of the plasma samples
was efficient for digestion of organic matter and preserved the analyte contained in the
aqueous extract.
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Application of the proposed method in total mercury determinations

The sampling method using Noviplex cards was applied to total mercury
determinations for a pool of blood samples and extracts from muscle and liver tissue from
corvina, jaraqui, pirarucu, piranha preta and tambaqui fish species from the Amazon region
and for blood samples from the riverside population of the Jirau/Rondénia region located
on the margins of the Madeira River in the Brazilian Amazon, a region highly impacted by
mercury due to gold mining) [20]. Validation of the method was performed with mercury
determinations for extracts from the trace metal reference materials DORM 4 — fish protein
and DOLT 4 — fish liver. The results are summarized in Tables 2 and 3.

Samples Jaraqui Piranha Pirarucu Corvina Tambaqui Certified
fish? Preta fish? fish? fish? fish? materials?
(Hg kg™) (Mg kg™) (Hg kg™) (Hg kg™) (Hg kg™) (mg kg™)
Muscle 66+1.12 272+5.20 189+3,30 72+1.30 62+1.11
Liver 113+2.03 470+8,35 341+6.05 283+5.10 202+3.60

Plasma 4.40+0.08" 6.60+0.11" 5.10+0.08" 5.70+0.09° 4.60+0.08

Blood 5.46+0.09° 8.20+0.14° 6.30+0.11"  7.10+0.12°  5.60+0.10°
DORM-4 - - - - - 0.402+0.007
DOLT-4 - - - - - 2.54+0.04

Average value + standard deviation (n = 6); Concentration — (ug L)

Table 2. Results obtained for mercury determinations with pooled extracts from blood and plasma
samples and muscle (MT) and liver (LT) tissues of Amazon fish species and from the trace metal
reference materials DORM 4 and DOLT 4.

Riverside population groups Blood pool samples? Plasma pool samples?
(Mg L) (Mg L)
Group 1 0.84+0,07 0.64+0.05
Group 2 1.17+0,05 0.89+0.04
Group 3 3.43+0,20 2.60+0.14
Group 4 10.0+0,41 7.60+0.27

Average value + standard deviation (n = 6); Group 1 - feed on fish three times a month, Group 2 - feed
on fish three times a week, Group 3 - feed on fish until six times a week, Group 4 - feed on fish every
day.

Table 3. Results obtained for mercury determinations with pooled extracts from blood and plasma
samples from the riverside population of the Jirau region — Madeira River/Brazilian Amazon — using
sampling with Noviplex cards.
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The muscle and liver tissues and the blood and plasma samples of the fish species
studied showed mercury concentrations ranging from 63 to 470 yg kg™ and 4.40 to 8.20
ug L7, respectively. These results are in agreement with literature values determined using
GFAAS and direct acid mineralization of tissue samples [16, 19, 20, 22 — 24]. The results for
mercury determinations of blood samples from the riverside population, the Madeira River/
Brazilian Amazon (Table 3), were in the range 0.84 a 10 yg L. In the plasma samples eluted
from the sampling disks of the Noviplex cards, the concentrations were in the range 0.64
a 7.60 ug L'; these concentrations are approximately 24% lower compared to the results
obtained for blood samples. It is noteworthy that the total mercury levels determined for the
pooled blood and plasma samples showed a gradual increase with increasing frequency
of fish ingestion by the volunteers of the riverside population, who were divided into the
following groups: pool 1 - group of volunteers who eat fish three times a month; pool 2 -
group of volunteers who eat fish three times a week; pool 3 - group of volunteers who eat
fish up to six times a week; pool 4 - group of volunteers who eat fish daily. Thus, a positive
correlation was observed between bioaccumulation of mercury and consumption of fish by
the volunteers from the riverside population of the Jirau region — the Madeira River/Brazilian
Amazon. The values obtained for total mercury concentration in the DORM-4 and DOLT-
4 certified materials (Table 3) showed differences of less than 2% when compared to the
certified values. Method precision was determined from the relative standard deviations in
mercury concentrations determined for the DORM-4 and DOLT 4 NRCs using the HORRAT
parameter [25], these values were 1.40% and 1.20%, respectively. The LOD and LOQ
calculated by using 20 mg of DROM-4 and/or DOLT-4 NRCs were 12 and 39 mg kg and 13
and 43 pg kg™, respectively. The mercury values determined for blood/plasma and muscle
and liver tissue samples from fish (Table 2) and in human blood/plasma samples (Table 3)
were higher than the LOQs of the Noviplex card sampling method, attesting to the viability
of the method for sampling biohazardous materials.

CONCLUSIONS

The sampling procedure used for biohazardous materials (blood plasma from
humans, and blood, plasma and extracts from muscle and liver tissues of fish) proved
to be effective for determining total mercury by GFAAS after optimizing the experimental
conditions of the analysis. The advantage of the proposed method is that there is no need
to refrigerate the samples because the volume percolated on the card disk is stable at room
temperature; this eliminates the need for complicated logistics to preserve frozen samples.
The use of zirconium nitrate/tungsten carbide/manganese dioxide as a chemical modifier
provided thermal stabilization of mercury up to the atomization temperature of 1700 °C in
determinations by GFAAS, which enabled determination of mercury at ppb levels (ug L™

and/or pg kg') in biohazardous materials contaminated with mercury.
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em laboratério/Quimica pelo Instituto Federal de Goias (2010-2022), quimico e
responsavel técnico pelos laboratérios da Unicesumar/Polo Patrocinio e professor
do SENAI de Minas Gerais e Goias. Atualmente é professor de quimica do Colégio
Militar do Tocantins em Araguaina/TO. Atuando nas seguintes linhas de pesquisa:
(i) Desenvolvimento de novas metodologias para tratamento e recuperacao de
residuos quimicos gerados em laboratorios de instituicdes de ensino e pesquisa; (i)
estudos de acompanhamento do CPE; (iii)) Desenvolvimento de novas tecnologias
avancadas para remoc¢ao de CPE em diferentes matrizes aquéticas; (iv) Aplicagcao
de processos oxidativos avangados (H,0,/UV C, TiO,/UV-A e foto-Fenton e outros)
para remogéo de CPE em efluentes de estagdo de tratamento de efluentes para
reuso; (v) Estudo e desenvolvimento de novos bioadsorventes para remedia¢do
ambiental de CPE em diferentes matrizes aquaticas; (vi) Educagédo Ambiental e;
(vii) alfabetizacéo cientifica e processos de alfabetizacdo na area de Ciéncias
Naturais, especialmente biologia e quimica. E membro do corpo editorial da Atena
Editora desde 2021 e ja organizou mais de 80 e-books e publicou 42 capitulos
de livros nas diferentes areas de Ciéncias da Natureza, Engenharia Quimica e
Sanitaria/Ambiental, Meio ambiente entre outras areas.
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